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Razmerje med strukturo in aktivnostjo izbranih rastlinskih 
fenolov in njihov mehanizem inhibicije katepsinov B in L 
Povzetek: 
Katepsina B in L sta predstavnika papainu podobnih cisteinskih peptidaz in se izražata v 
vseh človeških tkivih. Oba encima med drugim sodelujeta pri nespecifični razgradnji 
proteinov ter procesiranju antigenov. Prekomerna aktivnost obeh encimov je povezana s 
številnimi bolezenskimi stanji kot so metastaziranje tumorjev, ateroskleroza in 
revmatična obolenja. Namen naše raziskave je bil preizkusiti vpliv nekaterih rastlinskih 
fenolov na aktivnost obeh encimov. Za dva izmed fenolov – klorogensko in kavno kislino 
– je bila namreč že dokazana inhibicija katepsina C. Želeli smo ugotoviti, kakšno je 
razmerje med strukturo fenolov in njihovo inhibitorno aktivnostjo. Testirali smo osem 
rastlinskih fenolov in prišli do zaključka, da je za večjo učinkovitost inhibicije katepsinov 
B in L verjetno odgovorna prisotnost dveh oziroma vsaj dveh hidroksilnih skupin na 
osnovnem fenolnem skeletu. Za učinkovite inhibitorje so se izkazali resveratrol, kavna in 
klorogenska kislina, zato smo zanje določili še mehanizem inhibicije obeh katepsinov. Za 
prej omenjene fenole smo s programom AutoDock Vina napovedali tudi njihovo vezavo 
na encima. Vsi trije so se vezali v vezavni žep katepsinov in sicer v mesta S'. 
Ključne besede: katepsin B, katepsin L, rastlinski fenoli, inhibicija 
Structure activity relationship of selected plant phenols and 
their mechanism of inhibition of cathepsins B and L 
Abstract: 
Cathepsins B and L are papain-like cysteine peptidases and are expressed in all human 
tissues. Both enzymes take part in nonspecific protein degradation and processing of 
antigens. Their excessive activity is linked to several diseases, such as tumour metastasis, 
atherosclerosis and rheumatoid diseases. The goal of our research was to test the effect of 
selected plant phenols on the activity of both enzymes. Inhibition of cathepsin C with two 
of those phenols – chlorogenic and caffeic acid – has been reported previously. We 
wanted to determine the relationship between the structure of phenols and their inhibitory 
activity. We tested eight plant phenols and determined, that the presence of two or at least 
two hydroxyl groups on the common phenolic framework is most probably responsible 
for stronger cathepsin B and L inhibition. The strongest inhibitors were resveratrol, 
caffeic and chlorogenic acid, therefore we also determined their mechanism of inhibition 
of both cathepsins. We also predicted the binding of these three phenols on cathepsins by 
using AutoDock Vina. All of them docked into the S’ sites in the binding pocket of 
cathepsins B and L. 
Keywords: cathepsin B, cathepsin L, plant phenols, inhibition 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
kDa kilo Dalton  
DMSO dimetil sulfoksid 
DTT ditiotreitol 
E encim 
EI kompleks encima z inhibitorjem 
ES kompleks encima s substratom 
EC50 efektivna koncentracija 50 
EDTA etilendiamintetraocetna kislina 
KD ravnotežna konstanta disociacije 
Ki konstanta inhibicije 
Kic konstanta kompetitivne inhibicije 
Kiu konstanta akompetitivne inhibicije 






Seznam aminokislin in njihovih tričrkovnih oznak 
aminokislina tričrkovna oznaka aminokislina tričrkovna oznaka 
alanin Ala  levcin Leu  
arginin Arg lizin Lys  
asparagin Asn metionin Met  
aspartat Asp  fenilalanin Phe  
cistein Cys  prolin Pro  
glutamin Gln  serin Ser  
glutamat Glu  treonin Thr  
glicin Gly  triptofan Trp  
histidin His  tirozin Tyr  
izolevcin Ile  valin Val  
 
  




1.1 PAPAINU PODOBNE CISTEINSKE PROTEAZE 
Proteaze so encimi, ki hidrolizirajo peptidno vez, pri čemer se sproščajo krajši peptidi ali 
posamezne aminokisline. Njihove funkcije so lahko nizko specifične, kot je na primer 
razgradnja hranil v prebavnem traktu, ali pa visoko specifične, kot je na primer aktivacija 
prebavnih encimov. Glede na mehanizem katalize jih uvrščamo v šest razredov, in sicer: 
serinske, cisteinske, aspartatne, glutamatne, treoninske in metaloproteaze 1.  
Cisteinske proteaze imajo v aktivnem mestu katalitično diado, ki jo tvorita cistein in 
histidin. Histidin ima vlogo baze, ki od tiolne skupine na cisteinu odtegne proton. Diada 
ima torej obliko tiolat-imidazolija, pri čemer tiolatni ion služi kot nukleofil, ki napade 
karbonilno skupino peptidne vezi. Nastane tetraedrični kovalentni intermediat, iz 
katerega sprva izstopi C-konec substrata, ostane pa aciliran encim. Nato pa izvede 
nukleofilni napad na karbonilno skupino še molekula vode. Pri tem izstopi še N-konec 
substrata, poleg tega pa se regenerira katalitična diada 2. 
Največji del cisteinskih proteaz predstavljajo papainu podobne proteaze, ki jih zbirka 
proteaz MEROPS klasificira kot družino C1, zbirka SCOP (Structural Classification of 
Proteins) pa kot papainu podobno družino. Najdemo jih lahko v vretenčarjih, 
nevretenčarjih, virusih, parazitskih organizmih, arhejah in bakterijah, zelo pa so razširjeni 
tudi v rastlinah 3. V rastlinah imajo pomembno vlogo pri imunskem odgovoru, 
programirani celični smrti, kalitvi semena in listni senescenci, parazitom pa omogočajo 
vdor v gostitelja in prehranjevanje 4, 5. Člani družine C1 se pri sesalcih imenujejo 
cisteinski katepsini 2.  
1.2 CISTEINSKI KATEPSINI  
Ime katepsin izhaja iz grške besede 'katahepsein', ki pomeni 'prebaviti'. Katepsine sta 
poimenovala Richard Willstädter in Eugen Bamann leta 1929, pri čemer naj bi se ime 
nanašalo na proteaze, aktivne v kislem pH 2. Danes med katepsine uvrščamo aspartatna 
katepsina D in E, serinska katepsina A in G ter cisteinske katepsine B, L, C, H, F, K, S, 
O, V, W in X 6.  
Dolgo je veljalo, da so cisteinski katepsini prisotni oziroma aktivni le v lizosomu, kjer je 
okolje kislo in nekoliko redukcijsko, kar je potrebno za njihovo optimalno aktivnost. V 
lizosomih se zaradi ugodnih pogojev nahajajo v velikih koncentracijah in opravljajo 
funkcijo nespecifične proteolize in procesiranja antigenov. V zadnjih letih pa so metode, 
kot je na primer izbijanje genov ('knock-out'), pokazale, da se katepsini udeležujejo tudi 
številnih drugih pomembnih fizioloških procesov, kot so na primer preoblikovanje 
zunajceličnega matriksa in specifične funkcije, med njimi tudi aktivacija cimogenov in 
procesiranje prohormonov 5, 7. Eden izmed faktorjev, ki odločajo o specifičnosti 
katepsinov, je tudi selektivno izražanje različnih katepsinov v različnih tkivih. Tako se 
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recimo katepsini B, L, H, C, X, F, O izražajo v vseh tkivih, izražanje katepsinov K, S, V 
in W pa je omejeno le na nekatera tkiva 6. 
Lokalizacija cisteinskih katepsinov zunaj celice je v kombinaciji s povečanim izražanjem 
oziroma aktivnostjo pogosto povezana z razvojem patoloških stanj. Katepsini lahko tako 
zaradi svoje sposobnosti razgradnje zunajceličnega matriksa pripomorejo k metastazi 
raka, razvoju osteoporoze, ateroskleroze, revmatoidnega artritisa in številnih drugih 
obolenj. Zato so katepsini v zadnjih desetletjih postali zaželjena tarča številnih zdravil 8. 
Cisteinski katepsini so v zreli obliki monomeri z molekulsko maso med 25 in 35 kDa, z 
izjemo katepsina C, ki lahko zaradi dodatne domene oligomerizira. Za vse je značilno 
papainsko zvitje, ki je predstavljeno na sliki 1. Zvitje sestavljata L- in R-domeni, kar je 
splošno sprejeto poimenovanje za levo in desno poddomeno, ki skupaj predstavljata 
funkcionalno peptidazno enoto. R-domeno sestavlja nepopoln β-sodček, L-domeno pa 
sestavljajo α-vijačnice. Vezavno mesto za substrat je dolga reža v obliki črke V in se 
nahaja med obema poddomenama. V njem se nahaja tudi katalitična diada Cys--His+, pri 
čemer je vsak izmed ostankov na svoji poddomeni. Poleg diade sta za proteolizo 
pomembna še dva dodatna ostanka, in sicer asparagin in glutamin, ki sta odgovorna za 
pravilno orientacijo katalitične diade. Substrat se v vezavno mesto encima prilega v 
iztegnjeni konformaciji. Leta 1967 sta Schechter in Berger predpostavila, da substrat 
interagira z encimom s sedmimi ostanki, zato sta uvedla naslednjo nomenklaturo: ostanki 
na substratu, ki se nahajajo N-končno od cepitvenega mesta, so po vrsti označeni od P1 
do P4, ostanki, ki se nahajajo C-končno od cepitvenega mesta pa so po vrsti označeni od 
P1' do P3'. Na enak način so označena mesta na encimu, na katera se usedejo ostanki 
substrata, torej od S1 do S4 ter od S1' do S3'. Ključnega pomena je mesto S2, ki tvori 
dobro definiran vezavni žep in s tem določa vrsto aminokislinskega ostanka na mestu P2, 
s tem pa primarno specifičnost encima. Pri večini katepsinov ima ostanek na mestu P2 
hidrofobno stransko verigo, obstajajo pa tudi izjeme 2, 5, 6. 
 
Slika 1: Struktura papaina (PDB koda 1cvz) iz organizma Carica papaya v standardni orientaciji. 
Cisteinski katepsini so, tako kot tudi ostali predstavniki družine C1, večinoma 
endopeptidaze. Vezavno mesto je namreč na obe strani odprto, kar omogoča cepitev vezi 
v sredini verige. Seveda obstajajo tudi izjeme. Le-te imajo ponavadi še dodatne strukturne 
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elemente, ki na enem koncu zapirajo vezavno režo, zato lahko encim cepi peptidno vez 
le na enem izmed koncev 5. Katepsina C in X sta izključno eksopeptidazi, katepsina B in 
H pa sta lahko endo- ali eksopeptidazi 6. 
1.2.1 KATEPSIN B 
Katepsin B je lizosomalna cisteinska proteaza in je predstavnik katepsinu B podobnih 
peptidaz. Ima lahko endopeptidazno al peptidildipeptidazno aktivnost. Slednjo mu 
omogoča 18 aminokislinskih ostankov (Pro107 – Asp124) dolga zaporna zanka na L-
domeni encima. Zanka vsebuje dva histidina (His110 in His111), ki odločata o njeni 
poziciji – pri kislem pH sta ostanka protonirana, zato je zanka vezana v del aktivnega 
mesta, pri nevtralnem oziroma alkalnem pH pa ostanka nista protonirana, zato je zanka 
odmaknjena stran od aktivnega mesta (slika 2). V nizkem pH ima encim torej 
eksopeptidazno aktivnost, pri čemer pozitivno nabiti ostanki na zanki pomagajo pri 
vezavi negativno nabitega C-konca v aktivno mesto 9. 
 
Slika 2: Struktura človeškega katepsina B. Zaporna zanka je obarvana z modro barvo. A - Zanka je 
vezana v aktivno mesto (PDB koda 1cvz), encim je v zaprti konformaciji. B - Zanka je odmaknjena iz 
aktivnega mesta (PDB koda 3cbj), encim je v odprti konformaciji. 
Katepsin B, kot rečeno, na mestu S2 preferenčno sprejme ostanek s hidrofobno stransko 
verigo (npr. Phe ali Leu), od ostalih katepsinov pa se razlikuje po tem, da lahko na mesto 
S2 sprejme tudi Arg, z manjšo afiniteto pa tudi Lys in His. Razlog za to posebnost 
katepsina B je prisotnost ostanka Glu245 v S2 vezavnem žepu, ki zaradi negativnega 
nabolja omogoča vezavo bazičnih aminokislin. Katepsin B preferenčno cepi substrate z 
Arg na mestu P1 6, 10. 
Katepsin B se sintetizira v obliki preproencima. Translacija poteka na membrani 
endoplazemskega retikuluma, zato se signalni peptid cepi kotranslacijsko. Iz retikuluma 
potuje proencim v Golgijev aparat, kjer se glikozilira s fosforiliranimi manoznimi 
oligosaharidi. Te prepozna receptor manoze-6-fosfata (M6PR), ki usmeri protein v 
zgodnji endosom. Do te točke je v aktivno mesto še vezan propeptid, ki inhibira in 
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stabilizira encim in tako prepreči nezaželjeno proteolizo. Ko se endosom zaradi delovanja 
protonskih črpalk zakisa, pride do avtokatalitične cepitve propeptida. Do aktivacije pa 
lahko pride tudi zaradi delovanja drugih lizosomalnih proteaz. Zaradi ostrih lizosomalnih 
pogojev ponavadi potečeta še dve proteolitični cepitvi katepsina B, pri čemer ta izgubi 
dipeptid, enoverižna oblika pa se pretvori v dvoverižno – težka veriga ( ̴ 22 kDa) in lahka 
veriga ( ̴ 5 kDa) sta med sabo povezani z disuflidno vezjo 11. 
Katepsin B se izraža v vseh človeških tkivih in se nahaja v lizosomih v visokih 
koncentracijah. Sodeluje pri nespecifični razgradnji znotraj- in zunajceličnih proteinov, 
poleg tega pa opravlja tudi bolj specifične funkcije, kot so procesiranje antigenov v 
antigen prezentirajočih celicah, procesiranje tiroglobulina, sodelovanje pri vnetnem 
odzivu in apoptozi. Aktivnost katepsina B pa je pogosto povezana s patološkimi stanji, 
kot so rak, Alzheimerjeva bolezen in revmatične bolezni. Pri mnogih rakavih obolenjih 
celice prekomerno izražajo in izločajo katepsin B, ki je v zunajceličnih pogojih stabilen 
in ima endopeptidazno aktivnost. Tam razgrajuje zunajcelični matriks in s tem omogoči 
metastazo tumorja in angiogenezo 5, 9. 
1.2.2 KATEPSIN L 
Katepsin L je endopeptidaza, ki se izraža v vseh človeških tkivih. Je predstavnik katepsinu 
L podobnih peptidaz, v katero spadajo tudi človeški katepsini V, S in K. Preferenčno 
katalizira hidrolizo substratov, ki imajo na mestu P2 hidrofobno ali aromatsko 
aminokislino, na mestu P1 pa bazično aminokislino (Arg, Lys). Na mestu P3 je katepsin 
L pokazal nekoliko večjo preferenco do bazičnih (Arg, Lys) in nekaterih alifatskih (Leu, 
Met, Ile) ostankov 12.  
Kot ostali katepsini, se tudi katepsin L sintetizira v obliki preproencima. Enako kot pri 
katepsinu B, poteka translacija na membrani endoplazemskega retikuluma, iz katerega se 
proencim nato prek Golgijevega aparata prenese v zgodnji endosom. Aktivira se 
avtokatalitično kot posledica znižanja pH v endosomu ali pa proregijo cepi aspartatna 
proteaza katepsin D. Katepsin L ima dva propeptida – en obsega 96 aminokislinskih 
ostankov (Thr18 – Gln113), drug pa tri (Glu289 – Asp291). Njuna vloga je inhibicija 
katepsina in pomoč pri zvijanju encima. Po aktivaciji se encim pretvori v dvoverižno 
obliko 13. 
Katepsin L je najbolj stabilen med pH 4,5 in 5,5, pri nevtralnem pH pa je nestabilen 14. 
Zato so največje koncentracije katepsina L v lizosomu, celice pa ga lahko tudi izločajo. 
Poleg razgradnje proteinov v lizosomu ima katepsin L tudi druge fiziološke funkcije, med 
drugim namreč sodeluje pri homeostazi epidermisa, regulaciji proliferacije keranocit, 
predstavitvi antigenov v okviru MHC II, selekciji CD4+ celic, procesiranju virusnih 
kapsid, procesiranju nevropeptidov in regulaciji adipogeneze 14, 15. Katepsin L pa so našli 
tudi v jedru celic, kjer je udeležen v regulacijo celičnega cikla, pri zarodnih celicah miši 
pa so ugotovili, da encim procesira histon H3 5. 
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Tako kot katepsin B, je tudi katepsin L udeležen v metastazo rakavih celic. Poleg tega je 
povezan s številnimi drugimi boleznimi kot sta diabetes in ateroskleroza 13. 
1.3 REGULACIJA AKTIVNOSTI CISTEINSKIH KATEPSINOV  
Zaradi nevarnosti razvoja številnih patoloških stanj ob nepravilnem delovanju katepsinov 
je ključno, da je njihova aktivnost strogo regulirana. Regulacija poteka na več nivojih – 
na nivoju izražanja, lokalizacije, procesiranja cimogenov, fizioloških pogojev in 
modifikacije aktivnosti z makromolekulami in eksogenimi malomolekulskimi 
modifikatorji. 
Modifikator se lahko veže v aktivno mesto encima in tako prepreči vstop substratu. 
Znanih je veliko modifikatorjev takega tipa, večinoma so proteinski, znani pa so tudi 
eksogeni malomolekulski inhibitorji. Obstajajo pa tudi modifikatorji, ki interagirajo z 
encimom izven aktivnega mesta, kar pogosto povzroči konformacijsko spremembo 
proteina, ki vpliva na vezavo substrata v aktivno mesto. Imenujemo jih alosterični 
modifikatorji. 
1.3.1 MODIFIKATORJI, KI SE VEŽEJO V AKTIVNO MESTO 
1.3.1. a) Proteinski inhibitorji 
Med proteinske inhibitorje katepsinov spadajo cistatini in tiropini, ki jih najdemo tudi v 
živalih, ter chagasini, ki so prisotni le v prokariontih in nekaterih evkariontskih 
enoceličarjih. Najbolj proučena naddružina inhibitorjev cisteinskih katepsinov so 
cistatini, ki jih v vretenčarjih dalje delimo v tri družine: stefini, cistatini, kininogeni 5. 
Stefini so majhni enodomenski proteini, ki niso glikozilirani in ne vsebujejo disulfidnih 
vezi. Ker nimajo signalnega peptida, so večinoma znotrajcelični. Cistatini so nekoliko 
večji in se zaradi prisotnosti signalnega peptida izločajo iz celic. Vsebujejo dva disulfdna 
mostička, nekateri pa so celo glikozilirani. Kininogeni so veliki glikoproteini, ki so 
prisotni v krvi sesalcev. Zreli proteini so enoveržni, a se lahko z omejeno proteolizo 
pretvorijo v dvoverižno obliko. V težki verigi so prisotne 3 cistatinske domene, dve izmed 
teh sta sposobni inhibirati cisteinske katepsine 15. 
Tiropine najdemo le v živalih. Ponavadi so večdomenski proteini, ki vsebujejo s cisteini 
bogato tiroglobulinsko domeno tipa 1, ki je je sposobna inhibicije družine C1. Najbolj 
znan tiropin je p41 fragment invariantne verige, ki je asociirana s kompleksom MHC II v 
času njegovega zorenja. p41 je ena izmed dveh spojitvenih variant invariantne verige in 
se od p31 variante razlikuje po prisotnosti tiroglobulinske domene. Fragment uspešno 
inhibira katepsinu L podobne katepsine ter katepsina H in F. Inhibicija proteaz, ki 
sodelujejo pri procesiranju antigenov, nakazuje na regulatorno vlogo p41 fragmenta pri 
tem procesu 16. Poleg p41 fragmenta pa so znani še štirje drugi tiropinski inhibitorji, in 
sicer ekvistatin iz morske vetrnice, saksifilin iz volovske žabe, inhibitor iz jajčec 
pacifiškega lososa in pa človeški proteoglikan testikan-1 5. 
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Chagasini so endogeni inhibitorji v parazitskih protozojih, ki proizvajajo papainu 
podobne proteaze (npr. Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei, Leishmania sp. itd.), 
najdeni pa so bili tudi v nekaterih bakterijah. Ne inhibiajo pa samo endogenih pripadnikov 
družine C1, ampak tudi cisteinske katepsine v gostitelju 5, 16. 
Inhibitorji vseh treh družin so reverzibilni, kompetitivni, s tesno vezavo v aktivno mesto 
6. Za določitev mehanizma vezave inhibitorjev v aktivno mesto encima so bile ključne 
kristalne strukture katepsinov v kompleksu z inhibitorji. Te so pokazale, da se vsi trije 
tipi inhibitorjev, kljub temu da si med seboj niso homologni, v aktivno mesto vežejo na 
podoben način, in sicer z insercijo treh zank. To nakazuje na konvergentno evolucijo 
inhibitorjev papainu podobnih proteaz 5. 
Poleg treh glavnih družin pa so znani tudi nekateri drugi proteinski inhibitorji cisteinskih 
katepsinov. Izkazalo se je, da lahko katepsine inhibirajo tudi nekateri serpini, ki so sicer 
inhibitorji serinskih proteaz 15. Poleg tega so se kot zelo potentni inhibitorji in vitro 
izkazali propeptidi cisteinskih katepsinov, ki se v aktivno mesto vežejo v nasprotni smeri 
kot substrat in se tako izognejo cepitvi. Najverjetneje pa se in vivo propeptidi po aktivaciji 
razgradijo in izgubijo svojo inhibitorno funkcijo 6. 
1.3.1. b) Malomolekulski inhibitorji 
Leta 1977 je bil iz Aspergillus japonicus izoliran epoksisukcinilni inhibitor cisteinskih 
proteaz, E-64 (trans-epoksisukcinil-L-levcilamido-(4-gvanidino)-butan) 17. Je afinitetni 
označevalec, kar pomeni, da se skoraj izključno veže le v aktivno mesto papainu podobnih 
proteaz. Vezava je kovalentna in ireverzibilna – Cys v aktivnem mestu, ki je v obliki 
tiolatnega iona, napade epoksisukcinilni obroč, ta se razklene in tvori se kovalentna vez, 
kar povzroči alkilacijo aktivnega mesta 3. Zaradi neselektivne in ireverzibilne inhibicije 
vseh cisteinskih katepsinov (z izjemo katepsina C, katerega inhibira le šibko), je bil 
pogosto uporabljen pri proučevanju delovanja katepsinov. E-64 je orientiran N-končno 
od aktivnega mesta, možna pa je tudi sinteza epoksisukcinilnih inhibitorjev, ki pa se 
raztezajo na obe strani vezavnega žepa. Uporaba epoksisukcinilnega skeleta je tako vodila 
tudi v sintezo specifičnih inhibitorjev katepsina B, L, K in S 18. 
V razvoju so tudi inhibitorji s številnimi drugimi reaktivnimi skupinami, in sicer: nitrili 
(najbolj perspektivni), vinil sulfoni, aciloksimetil ketoni, alil sulfoni in inhibitorji na 
podlagi azepanona 6. 
Nekateri malomolekulski inhibitorji pa se v aktivno mesto vežejo nekovalentno. Taki so 
na primer nitroksolin (8-hidroksi-5-nitrokinolin) in njegovi derivati, ki so se izkazali kot 
uspešni inhibitorji katepsina B. Kinolinski obroč nitroksolina se usidra v S2’ vezavni žep, 
nitro skupina pa se vstavi med His110 in His111 v zaporni zanki, pri čemer vsak izmed 
kisikovih atomov interagira z enim izmed histidinov. Mehanizem inhibicije je 
reverzibilna mešana inhibicija z večjim deležem akompetitivne komponente, nekateri 
derivati pa so encim inhibirali nekompetitivno. Nitroksolin je sicer antibiotik, ki ga 
uporabljamo pri vnetju sečil. Ker so njegove farmakokinetične lastnosti že dobro znane, 
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je dober kandidat za zdravljenje raka, ker bi z inhibicijo katepsina B učinkovito 
preprečeval metastazo 19. 
1.3.2 ALOSTERIČNI MODIFIKATORJI 
Alosterija je regulacija proteinske aktivnosti, funkcije ali strukture preko vezave 
efektorske molekule na mesto, ki je oddaljeno od aktivnega mesta. Sprva je veljalo, da se 
alosterija nanaša na spremembo v kvartarni strukturi, torej naj bi bila alosterična 
regulacija možna le pri oligomernih proteinih. Kasneje se je izkazalo, da so alosterično 
regulirani tudi monomerni proteini. To pomeni, da je alosterija značilnost vseh 
globularnih proteinov 20. 
Alosterična informacija naj bi se preko proteina prenašala po proteinskih sektorjih. To so 
evolucijsko ohranjena omrežja aminokislinskih ostankov, ki so v stiku s površino proteina 
in s tem omogočajo, da motnja na površini proteina povzroči konformacijsko spremembo. 
Stiki sektorjev s površino proteina predstavljajo potencialna alosterična mesta 21. Pri 
družini papainu podobnih proteaz je bil identificiran en proteinski sektor. Največ raziskav 
je bilo narejenih na katepsinu K, ki se izraža predvsem v osteoklastih in ima 
kolagenolitično aktivnost. Prekomerna razgradnja kolagena lahko vodi v osteoporozo, 
zato je katepsin K privlačna tarča za terapijo. Na katepsinu K je bilo z računalniško 
metodo identificiranih več alosteričnih mest. Na nekatera izmed teh mest se vežejo 
endogeni gluozaminoglikani in s tem regulirajo encimsko aktivnost. Alosterični efekti 
glukozaminoglikanov so bili opaženi tudi na katepsinu B, papainu in katepsinu L iz 
Trypanosoma brucei. Okarakterizirana pa je bila tudi vezava nekaterih sintetičnih 
ligandov na alosterična mesta katepsina K. Ti ligandi delujejo inhibitorno na 
kolagenolitično aktivnost encima in so zato privlačni kot hipotetična zdravila za 
osteoporozo 5, 22. 
Inhibitorji, ki se vežejo v aktivno mesto encima pogosto izključijo njegovo aktivnost, kar 
iz fiziološkega vidika ponavadi ni zaželjeno. Alosterični modifikatorji pa omogočajo 
modulacijo encimske aktivnosti, zato so vse bolj obetavna alternativa ortosteričnim 
zdravilom 23. 
1.4 RASTLINSKI FENOLI 
Sekundarni metaboliti so snovi, ki jih rastlina ne potrebuje za najosnovnejše preživetje 
(rast, razmnoževanje) v idealnih razmerah. To so na primer snovi, ki privabljajo 
opraševalce, odganjajo rastlinojede, ščitijo rastlino pred UV žarki, itd. Ena glavnih skupin 
rastlinskih sekundarnih metabolitov so fenoli. To so aromatske spojine z vsaj eno 
aromatsko hidroksilno skupino. Ljudje jih ne moremo sintetizirati sami, zaužijemo pa jih 
s hrano.  
Fenoli se v rastlini sintetizirajo po različnih poteh. Po šikimatni poti nastanejo 
fenilpropanoidi, po poliketidni poti kinoni, po mešani pa flavonoidi in stilbeni. Nastanejo 
lahko tudi po drugih poteh. Taki so na primer fenolni terpeni, pri katerih se fenolni del 
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doda šele na koncu biosinteze. Med fenole spadajo fenolne kisline, flavonoidi, stilbeni, 
lignani in tanini. 
Fenoli v rastlini opravljajo mnogo funkcij. Zaradi konjugiranih dvojnih vezi nekateri 
absorbirajo v vidnem spektru svetlobe, torej so obarvani, zato lahko služijo kot cvetno 
barvilo, ki privablja opraševalce (npr. antocianini). Zaradi absorbcije svetlobe lahko 
rastlino ščitijo pred UV žarki (npr. flavonoidi). Nekateri fenoli so fitoaleksini, ki branijo 
rastlino pred mikrobi, in se sintetizirajo šele ob napadu (npr. flavonoidi, kumarini, 
stilbeni). Prisotni so tudi v kutikuli rastline, kjer služijo kot površinska zaščita. Zelo 
pomemben je tudi lignin, ki spada med liganane in daje olesenelim rastlinam mehansko 
oporo. So tudi signalne molekule, mednje namreč spada tudi salicilna kislina, ki je 
pomemben rastlinski hormon. Nekateri fenoli lahko delujejo alelopatsko in s tem 
omogočajo dober tekmovalni položaj rastline v okolju (npr. juglon, ferulna in kavna 
kislina). Služijo pa tudi kot repelenti, ki s svojim neprijetnim okusom odganjajo 
rastlinojede (npr. tanini). 
Med fenole spadata tudi kavna in klorogenska kislina. Pri obeh je bila dokazana 
inhibitorna aktivnost za katepsin C, tako za monomerno kot za tetramerno obliko encima. 
Mehanizem inhibicije s kavno kislino je bila linearna akompetitivna inhibicija, s 
klorogensko pa nekompetitivna (uravnotežena mešana) inhibicija 24. V naši raziskavi smo 
vpliv klorogenske in kavne kisline testirali še na katepsinih B in L. Poleg teh dveh kislin 
pa smo testirali še cimetovo kislino in njuna derivata p-kumarno kislino in ferulno kislino 
ter resveratrol.  
1.4.1 IZBRANE FENOLNE SPOJINE 
Cimetova in hidroksicimetove kisline so organske aromatske kisline, ki so naravno 
prisotne v kraljestvu rastlin. Zanje je značilen fenilpropanoidni – C6C3 – skelet. Njihov 
predstavnik je cimetova kislina, ki nastane po šikimatni poti iz fenilalanina. Je prekurzor 
za hidroksicimetove kisline in kompleksnejše fenolne spojine. Najbolj znane in pogoste 
hidroksicimetove kisline so kavna, ferulna, kumarna (o, p in m), sinapinska in 
klorogenska kislina 25. 
V rastlini se hidroksicimetove kisline nahajajo večinoma v zaestreni ali glikozilirani 
obliki. V taki obliki sodelujejo pri odstranjevanju toksinov ter predstavljajo zalogo 
fitoaleksinov 26. So tudi pomembne alelokemikalije, ki inhibirajo rast korenin 
konkurenčnih rastlin 27. Nahajajo pa se tudi v sekundarni celični steni rastlin in sicer v 
polimerizirani obliki, ki jo imenujemo lignin in daje steni tlačno trdnost. 
Najobširnejši vir hidroksicimetovih kislin je sadje, v katerem prednjačita kavna in 
kumarna kislina. Prisotne so tudi v žitaricah, ki vsebujejo predvsem ferulno kislino in tudi 
p-kumarno ter sinapinsko kislino. Klorogenska kislina je prisotna v kavi in tobaku. 
Hidroksicimetove kisline torej predstavljajo velik del zaužite hrane 25. 
Cimetova kislina in njeni derivati so tudi farmakološko aktivni. Predvsem 
hidroksicimetove kisline so dobri antioksidanti, saj delujejo kot lovci radikaov. To jim 
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omogoča dejstvo, da so sposobni darovati vodikov atom, novonastali fenoksilni radikal 
pa se stabilizira po konjugiranem aromatskem in alkenil karboksilatnem sistemu. Na ta 
način lahko kisline branijo LDL delce pred oksidacijo in s tem znižujejo pojavnost 
kardiovaskularnih bolezni. Ferulna, p-kumarna in kavna kislina so bile dokazano 
učinkovite tudi pri zdravljenju hiperholesterolemije in diabetesa tipa 2. Klorogenska 
kislina pa naj bi delovala inhibitorno na rast populacije preadipocit in je zato privlačna za 
zdravljenje debelosti. Zaradi antioksidacijske aktivnosti, imajo hidroksicimetove kisline 
tudi protirakavo delovanje. Pogosti kancerogeni agensi so namreč ravno reaktivne 
kisikove zvrsti, ki so produkt okolja ali endogenih oksidativnih procesov. Ker so jih 
hidroksicimetove kisline sposobne reducirati, lahko preprečijo kancerogenezo, prav tako 
pa so raziskave pokazale, da lahko povzročijo regresijo tumorja 25. 
Resveratrol je predstavnik stilbenov. Sintetizira se po mešani poti z delovanjem encima 
STS (stilben sintaza) in ima C6C2C6 skelet. Nahaja se lahko v cis ali trans konformaciji, 
a je slednja bolj razširjena. Silbeni v rastlini večinoma opravljajo funkcijo fitoaleksinov, 
rastlino torej ščitijo pred mikrobnimi in glivnimi okužbami. V velikih koncentracijah je 
prisoten v poškodovanih in okuženih rastlinah ter rastlinah, ki so bile izpostavljene UV 
sevanju. Večje koncentracije resveratrola vsebujejo tudi procesirani rastlinski izdelki, kot 
je na primer rdeče vino 28. 
Tako kot hidroksicimetove kisline je tudi resveratrol dober antioksidant. Prav tako je bilo 
dokazano, da ima sposobnost inhibicije vseh stopenj kancerogeneze, torej iniciacije, 
promocije in napredovanja. Resveratrol namreč vpliva na številne nenormalne celične 
procese v tumorskih celicah, kot so pospešen in nenadzorovan celični cikel, ki se odraža 
v proliferaciji celic, neoangiogeneza, nenormalen odziv na regulatorje programirane 
celične smrti, genomska nestabilnost, povečan oksidativni stres in prekomerna sinteza 
rastnih hormonov. Našteti učinki resveratrola so bili dokazani z visokimi in vitro 
koncentracijami. Zaenkrat največji problem predstavlja slaba biorazpoložljivost 
resveratrola, ki se v črevesju in jetrih hitro presnovi do neaktivnih glukuronidnih in 
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2 NAMEN DELA IN DELOVNA HIPOTEZA 
Inhibicija katepsina C s kavno in klorogensko kislino je že bila dokazana in 
okarakterizirana 24. V našem raziskovalnem delu smo želeli preizkusiti vpliv teh dveh 
kislin in nekaterih drugih rastlinskih fenolov še na katepsinih B in L, ki sta reprezentativna 
člana družine papainu podobnih proteaz. Zanimalo nas je, kako se mehanizem in moč 
inhibicije z enakimi spojinami razlikujeta med katepsinom B in L. Prav tako nas je 
zanimalo, kakšen vpliv na inhibicijo imajo različne substituente in njihovi položaji na 
osnovnem fenolnem skeletu. 
Postavili smo dve hipotezi: 
1. Rastlinski fenoli inhibirajo katepsina B in L. 
2. Moč inhibicije katepsinov B in L z rastlinskimi fenoli se razlikuje med spojinami 
z različnimi substituenti in njihovimi pozicijami na osnovnem fenolnem skeletu. 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 LABORATORIJSKA OPREMA 
Tabela 1: Seznam uporabljene laboratorijske opreme. 
naprava model proizvajalec 
fluorimeter Luminescence 
spectrometer LS50B 
Perkin Elmer, ZDA 





Mettler Toledo, ZDA 
magnetno mešalo FB15045 Thermo Fisher Scientific, ZDA 
pH meter SevenEasy Mettler Toledo, ZDA 
vibracijski mešalnik Vibromix 10 Tehtnica, Slovenija 
termoblok Bio TDB-100 Biosan, Latvija 
pipete Eppendorf Research Plus 
(0,1 – 2,5 μL) 
Eppendorf, Nemčija 
 Eppendorf Research Plus 
(0,5 – 10 μL) 
Eppendorf, Nemčija 
 Eppendorf Research Plus 
(10 – 100 μL) 
Eppendorf, Nemčija 
 Eppendorf Research Plus 




Tabela 2: Seznam uporabljenih pufrov. 
pufer sestava 
testni pufer 1 100 mM NaOAc, 1 mM EDTA, pH 5,5 
testni pufer  2 20 mM NaH2PO4, 1mM EDTA, pH 7,4 
 
3.1.3 KEMIKALIJE 
Tabela 3: Seznam uporabljenih kemikalij. 
kemikalija proizvajalec 
DMSO Merck, Nemčija 
EDTA Merck, Nemčija 
DTT Thermo Scientific, ZDA 
NaOAc Merck, Nemčija 
NaH2PO4 Merck, Nemčija 
 
 




Tabela 4: Seznam uporabljenih substratov. 
substrat encim 
Z-Leu-Arg-AMC katepsin L 
Z-Phe-Arg-AMC katepsin B 
 
3.1.5 TESTNE SPOJINE 
Tabela 5: Seznam uporabljenih testnih fenolnih spojin. 
spojina proizvajalec 
cimetova kislina Merck, Nemčija 
p-kumarna kislina Merck, Nemčija 
ferulna kislina Merck, Nemčija 
sinapinska kislina Merck, Nemčija 
kavna kislina Merck, Nemčija 
klorogenska kislina Merck, Nemčija 






















Naše raziskovalno delo je bilo razdeljeno na eksperimentalni in bioinformatski del. 
Eksperimentalni del je temeljil na merjenju encimske aktivnosti katepsinov B in L, ki smo 
jo spremljali spektrofluorimetrično. Kot substrata smo uporabili dve sintetični spojini, in 
sicer Z-FR-AMC za katepsin B in Z-LR-AMC za katepsin L. Encima cepita peptidno vez 
v substratu, kot produkt pa se sprosti spojina AMC, ki zaradi aromatskega sistema spojini 
omogoča fluorescenco. S fluorimetrom vzbujamo spojino z valovno dolžino 370 nm, 
emitirano svetlobo pa merimo pri 455 nm. Fluorescenco smo merili v akrlini kiveti za 
enkratno uporabo z volumnom 4 mL, končni volumen reakcijske mešanice pa je bil 2 mL. 
Aktivnost smo merili pri temperaturi 25 °C. Vsebina kivete se je med merjenjem stalno 
mešala z magnetnim mešalom, s čimer smo v kiveti dosegli čim bolj homogene pogoje. 
Poleg tega smo vsebino kivete pred meritvijo premešali še s pipeto.  
3.2.1 DOLOČANJE Km ZA Z-FR-AMC IN Z-LR-AMC 
Za določanje encimske kinetike smo potrebovali vrednosti Km za oba substrata, torej Z-
FR-AMC in Z-LR-AMC. Km predstavlja koncentracijo substrata, pri kateri je hitrost 
encimske reakcije enaka polovici maksimalne hitrosti. Določili smo jih tako, da smo 
spektrofluorimetrično merili hitrost reakcije pri konstantni koncentraciji encima in 
naraščujoči koncentraciji substrata (tabela 6). Za oba substrata smo Km določili pri obeh 
delovnih vrednostih pH, torej pri pH 5,5 in 7,4. Meritve smo analizirali s programom 
GraphPad Prism 8. 
Tabela 6: Sestava reakcijske mešanice za določanje Km. 
Z-FR-AMC Z-LR-AMC 
komponenta volumen [μL] komponenta volumen [μL] 
katepsin B 1,5 katepsin L 4,0 
Z-FR-AMC 
(2 mM) 
pH 5,5: 0,5 – 5,0 
pH 7,4: 1,0 – 30,0 
Z-LR-AMC 
(2 mM) 
pH 5,5: 0,5 – 5,0 
pH 7,4: 0,5 – 5,0 
testni pufer 1 
testni pufer 2 
do končnega 
volumna 2 mL 
testni pufer 1 
testni pufer 2 
do končnega 
volumna 2 mL 
 
Podatke o odvisnosti začetne hitrosti reakcije od koncentracije substrata smo prilegali 
Michaelis-Mentenini enačbi, ki se glasi: 
 






v0 predstavlja začetno hitrost encimske reakcije, Vmax maksimalno hitrost encimske 
reakcije, [S] koncentracijo substrata, Km pa Michaelisovo konstanto. 
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3.2.2 MERJENJE AKTIVNOSTI KATEPSINOV B IN L V PRISOTNOSTI 
IZBRANIH FENOLNIH SPOJIN 
Inhibitorni učinek fenolnih spojin smo sprva testirali z merjenjem encimske aktivnosti 
katepsinov B in L v prisotnosti 1 mM koncentraciji testne spojine ter pri koncentraciji 
substrata, ki je bila enaka vrednosti Km (tabela 7). Na ta način smo ocenili koncentracijo 
testnega fenola, pri kateri pride do popolne inhibicije encima. Nato smo za šibke 
inhibitorje  naredili titracijo – merili smo preostalo encimsko aktivnost v prisotnosti 
naraščujoče koncentracije testne spojine ter pri konstantni koncentraciji substrata (tabela 
8). Za močnejše inhibitorje smo naredili tri titracije pri različnih koncentracijah substrata 
in naraščujoči koncentraciji testne spojine (tabela 9).  
Meritve smo izvajali v testnem pufru 1 pri pH 5,5, katepsin B pa smo z močnimi 
inhibitorji titrirali tudi pri pH 7,4. Glede na rezultate smo se nato odločili, da bomo pri 
pH 7,4 z močnimi inhibitorji titrirali tudi katepsin L, a v tem primeru smo za vsak 
inhibitor naredili le eno titracijo. 
Pri vseh meritvah smo uporabljali predhodno pripravljejno raztopino encima, ki smo jo 
pripravili s 100-kratnim redčenjem izhodne raztopine encima in 20-kratnim redčenjem 
0,1 M DTT v testnem pufru 1. Raztopino encima smo pred merjenjem hranili na ledu. 
Končna katalitična koncentracija encima je bila med 0,1 in 1 nM. 
Tabela 7: Sestava reakcijske mešanice za testiranje aktivnosti katepsinov v prisotnosti testne spojine. 
katepsin B katepsin L 
komponenta volumen [μL] komponenta volumen [μL] 







testna spojina   
(100 mM) 
20,0 
testna spojina  
(100 mM) 
20,0 








Tabela 8: Reakcijska mešanica za titracijo katepsinov s šibkimi inhibitorji. 
katepsin B katepsin L 













testna spojina  
(100 mM)  
 testna spojina  
(100 mM) 
 
• cimetova kislina 0 – 40,0 • cimetova kislina 0 – 40,0 
0 – 20,0 0 – 40,0 
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• p-kumarna kislina 
• ferulna kislina 
• sinapinska kislina 
0 – 40,0 • p-kumarna kislina 
• ferulna kislina 
• sinapinska kislina 
0 – 40,0 







testni pufer 1 do končnega 
volumna 2 
mL 




Tabela 9: Reakcijska mešanica za titracijo katepsinov z močnimi inhibitorji. 
  Titracija 1 Titracija 2 Titracija 3 








encim  1,5 1,5 1,5 
Z-FR-AMC  
(2 mM) 
pH 5,5: 11,5 
pH 7,4: 16,0 
(0,5 Km) 
pH 5,5: 23,0 
pH 7,4: 32,0 
   (1,0 Km) 
pH 5,5: 34,5 
pH 7,4: 48,0 
(1,5 Km) 
testna spojina  
(100 mM) 
   
• kavna kislina pH 5,5: 0 – 12,0  
pH 7,4: 0 – 10,0 
pH 5,5: 0 – 12,0  
pH 7,4: 0 – 10,0 
pH 5,5: 0 – 12,0  
pH 7,4: 0 – 10,0 
• klorogenska 
kislina 
pH 5,5: 0 – 12,0  
pH 7,4: 0 – 6,0 
pH 5,5: 0 – 12,0  
pH 7,4: 0 – 6,0 
pH 5,5: 0 – 12,0  
pH 7,4: 0 – 6,0 
• resveratrol pH 5,5: 0 – 12,0  
pH 7,4: 0 – 12,0 
pH 5,5: 0 – 12,0  
pH 7,4: 0 – 12,0 
pH 5,5: 0 – 12,0  
pH 7,4: 0 – 12,0 
DTT  
(1 mM) 
5,0 5,0 5,0 
testni pufer 1  
testni pufer 2 
do končnega 
volumna 2 mL 
do končnega 
volumna 2 mL 
do končnega 








encim  3,0 3,0 3,0 
Z-LR-AMC  
(2 mM) 
pH 5,5: 1,0 
(0,5 Km) 
pH 5,5: 4,0 
pH 7,4: 2,0 
(2 Km) 
pH 5,5: 8,0 
(4 Km) 
testna spojina  
(100 mM) 
   




pH 5,5: 0 – 40,0 
pH 5,5: 0 – 40,0 
pH 7,4: 0 – 40,0 
pH 5,5: 0 – 40,0 
pH 5,5: 0 – 20,0 
pH 5,5: 0 – 20,0 
pH 7,4: 0 – 20,0 
pH 5,5: 0 – 20,0 
pH 5,5: 0 – 12,0 
pH 5,5: 0 – 12,0 
pH 7,4: 0 – 12,0 
pH 5,5: 0 – 12,0 
DTT  
(1 mM) 
5,0 5,0 5,0 
testni pufer 1  do končnega 
volumna 2 mL 
do končnega 
volumna 2 mL 
do končnega 
volumna 2 mL 
 testni pufer 2 
/ 
do končnega 
volumna 2 mL 
/ 
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Vse analize meritev smo opravili s programom GraphPad Prism 8. Na podlagi meritev 
smo sprva izrisali grafe začetnih hitrosti v odvisnosti od koncentracije testnega fenola. 
Dobljeno odvisnost smo nato prilegali logistični enačbi s štirimi parametri, ki se glasi: 
 
 








Pri tem h predstavlja Hillov koeficient, vi začetno hitrost v prisotnosti inhibitorja, v0 
začetno hitrost brez prisotnosti inhibitorja, v∞ začetno hitrost pri nasičenju z inhibitorjem 
(v našem primeru je v∞ = 0). Z I je označen inhibitor, torej ustrezen fenol. Določili smo, 
da je vrednost Hillovega koeficienta enaka 1, torej da ne gre za kooperativno vezavo 
inhibitorja na encim. Kot rezultat prileganja smo dobili vrednost EC50, ki nam pove, 
kolikšna koncentracija inhibitorja je potrebna, da se preostala encimska aktivnost zniža 
za 50 %. Ta vrednost predstavlja učinkovitost oziroma afiniteto inhibitorja. 
Inhibitorje z višjo afiniteto smo okarakterizirali dalje. Za vsak inhibitor smo naredili tri 
titracije pri različnih koncentracijah substrata. Iz meritev smo narisali grafe začetne 
hitrosti v odvisnosti od koncentracije fenola, nato pa smo grafe prilegali enačbi za 
linearno mešano inhibicijo, ki se glasi: 
 
𝑣𝑖 =  











Zgornja enačba opisuje vrsto linearne inhibicije, pri kateri je lahko inhibitor kompetitiven 
ali akompetitiven. Kompetitivni inhibitorji tekmujejo s substratom za vezavo na encim – 
ko je inhibitor vezan na encim, se substrat ne more vezati, in obratno. Akompetitivni 
inhibitorji pa se na encim vežejo le, ko je nanj že vezan substrat, torej se vežejo na 
kompleks ES. Kombinacija obeh vrst inhibicij, kjer lahko inhibitor deluje po obeh 
mehanizmih, je mešana inhibicija. V zgornji enačbi predstavlja σ razmerje med 
koncentracijo substrata in Km (
[𝑆]
𝐾𝑚
), Kiu je konstanta akompetitivne inhibicije, Kic pa 
konstanta kompetitivne inhibicije. Od razmerja med konstantama je odvisno, ali je 
inhibicija bolj kompetitivna ali bolj akompetitivna.  
Na osnovi dobljenih titracijskih krivulj smo izrisali še grafe odvisnosti kvocienta 
𝑣0
𝑣𝑖




 . Dobljeni grafi se imenujejo diagrami specifične hitrosti in omogočajo 
grafično interpretacijo mehanizma modifikacije. Mehanizem določimo glede na trend 
premic, ki predstavljajo različne koncentracije inhibitorja. Diagram specifičnih hitrosti 
opisuje naslednja enačba: 
 































Ki predstavlja konstanto inhibicije in je enaka konstanti Kic iz enačbe 3, α in β pa sta 
parametra, katerih kombinacija določa mehanizem inhibicije. Za linearne inhibitorje, med 
katere spadajo tudi testirani fenoli, je β = 0. Produkt α in Ki je enak konstanti Kiu iz enačbe 
3. 
3.2.3 KOREKCIJA MERITEV ENCIMSKE AKTIVNOSTI 
Rastlinski fenoli vsebujejo aromatski sistem, ki spojinam omogoča absorbcijo svetlobe v 
UV spektru. Ker smo pri meritvah encimske aktivnosti vzbujali fluorescenco s svetlobo 
valovne dolžine 370 nm, je možno, da so svetlobo te valovne dolžine absorbirali tudi 
fenoli v reakcijski mešanici. To bi povzročilo navidezno znižanje fluorescence in s tem 
encimske aktivnosti, zato bi lahko testirane fenole zmotno označili za močnejše 
inhibitorje, kot so v resnici. Da bi se temu izognili, smo izmerjene začetne hitrosti 
encimske reakcije s programom GraphPad Prism 8 ustrezno korigirali. Popravljene 
vrednosti začetne hitrosti smo izračunali po naslednji enačbi: 
 
𝐹𝑐𝑜𝑟 = 𝐹𝑜𝑏𝑠 ∙ 𝐼𝐹𝐸 
 
Enačba 5 
Fcor predstavlja korigirano fluorescenco oziroma začetno hitrost, Fobs pa izmerjeno. IFE 
('inner filter effect') je korekcijski faktor, ki ga izračunamo po naslednji enačbi: 
 𝐼𝐹𝐸 = 10





l predstavlja dolžino kivete (v našem primeru je l = 1 cm), c pa koncentracijo fenola. εex 
predstavlja ekstinkcijski koeficient za testiran fenol pri valovni dolžini vzbujanja, εem pa 
pri valovni dolžini emisije. εex in εem smo določili z merjenjem absorbcijskega spektra 
testiranih fenolov. Iz spektra smo nato razbrali vrednosti absorbance pri valovnih 
dolžinah 370 in 455 nm, iz absorbanc pa smo izračunali vrednosti εex in εem. Pri izračunu 
smo uporabili Beer-Lambertov zakon, ki se glasi: 
 𝐴 =  𝜀 ∙ 𝑐 ∙ 𝑙 
 
Enačba 7 
A predstavlja absorbanco pri določeni valovni dolžini, c koncentracijo fenola, l dolžino 
kivete (v našem primeru 1 cm), ε pa ekstinkcijski koeficient fenola. 
Absorbanco fenolov smo merili v obeh testnih pufrih, torej pri pH 5,5 in 7,4. 
koncentracija fenola v kiveti je bila 0,25 mM. 
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3.2.4 MOLEKULSKA UMESTITEV 
Molekulska umestitev ali ‘docking’ se nanaša na računalniške metode, ki napovejo 
strukturo kompleksa in interakcije med molekulami z znano strukturo. Z umestitvijo 
liganda na protein tako določimo najbolj optimalen način vezave liganda na vnaprej 
določeno mesto na proteinu.  
Na oba katepsina smo umestili močne inhibitorje. Glede na rezultate merjanja aktivnosti 
encimov in po pregledu literature, smo se odločili, da bomo fenole na katepsina B in L 
umeščali v okolico aktivnega mesta. Za katepsin L smo uporabili strukturo iz baze PDB 
s kodo 3of8, za katepsin B pa smo uporabili strukturo s PDB kodo 3cbj, pri kateri je 
zaporna zanka odmaknjena iz aktivnega mesta. Na obe strukturi encimov smo sprva 
umestili sintetična substrata Z-LR-AMC in Z-FR-AMC, nato pa smo kot receptor za 
umeščanje fenolov uporabili strukturi encimov s sintetičnim substratom (kompleks ES) 
in brez le-tega (kompleks E).  
Strukture encimov smo za umestitev pripravili v programu AutoDock Tools. Izbrisali smo 
vode, dodali polarne vodike in Kollmanove naboje. Strukture sintetičnih substratov smo 
narisali v programu ChemDraw in jih s programom Chem3D pretvorili v 3D strukturo. 
Strukture fenolov smo poiskali na bazi podatkov PubChem, za umestitev pa smo jih 
pripravili v AutoDock Tools. Za umestitev smo uporabili program AutoDock Vina, 
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1 DOLOČANJE Km ZA Z-FR-AMC IN Z-LR-AMC 
Vrednost Km za oba substrata smo potrebovali pri nadaljnih poskusih, zato smo jo določili 
z merjenjem hitrosti encimske reakcije v prisotnosti naraščujoče koncentracije substrata. 
Meritve smo analizirali z GraphPad Prism 8 tako, da smo dobili začetne hitrosti v 
odvisnosti od koncentracije substrata. Te podatke smo nato prilegali Michaelis-Mentenini 
enačbi (enačba 1) in na ta način določili Michaelisovo konstanto. Rezultati so naslednji: 
• Katepsin B: Km pri pH 5,5  = 23 ± 3 μM 
        Km pri pH 7,4  = 32 ± 4 μM 
• Katepsin L: Km pri pH 5,5 = 2 ± 0,2 μM 
        Km pri pH 7,4 = 1 ± 0,2 μM 
4.2 KOREKCIJA MERITEV ENCIMSKE AKTIVNOSTI 
Pri merjenju encimske aktivnosti smo morali upoštevati, da fenoli absorbirajo svetlobo v 
UV spektru, zato smo morali meritve encimske aktivnosti v prisotnosti fenolov korigirati 
za ustrezen faktor. Z merjenjem absorbance smo določili vrednosti εex in εem, ki smo jih 
nato uporabili pri izračunu korekcije. Vrednosti določenih ekstinkcijskih koeficientov so 
prikazane v tabeli 10: 
Tabela 10: Ekstinkcijski koeficienti testiranih fenolov pri različnih vrednosti pH. 
 pH 5,5 pH 7,4 
fenol εex [M
-1 cm-1] εem [M
-1 cm-1] εex [M
-1 cm-1] εem [M
-1 cm-1] 
cimetova kislina Absorbcijskih spektrov šibkih inhibitorjev nismo merili, ampak 
smo jih poiskali v literaturi in prišli do zaključka, da pri 370 nm 
in 455 nm ne absorbirajo oziroma je absorbcija tako majhna, da 




kavna kislina 76 0 560 0 
klorogenska kislina 920 0 2800 0 
resveratrol 0 0 0 0 
  
V naslednjih poglavjih smo pri določanju vrednosti EC50, Kiu in Kic upoštevali korigirane 
vrednosti začetnih hitrosti encimske aktivnosti. 
4.3 MERJENJE AKTIVNOSTI KATEPSINOV B IN L V PRISOTNOSTI 
IZBRANIH FENOLNIH SPOJIN 
Učinkovitost inhibicije katepsinov B in L smo testirali za 8 rastlinskih fenolov. Vsi 
testirani fenoli so se izkazali za linearne inhibitorje, kar pomeni, da kompleks EI nima 
katalitične aktivnosti. Začetna hitrost encimske reakcije se je namreč z naraščanjem 
koncentracije fenola bližala 0 (v∞ = 0), poleg tega pa sta bili klorogenska in kavna kislina 
že prej okarakterizirani kot linearna inhibitorja katepsina C 24. 
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Cimetova, ferulna, p-kumarna in sinapinska kislina so katepsina inhibirale šibko. Oba 
katepsina sta bila močneje inhibirana s klorogensko kislino in resveratrolom, katepsin B 
pa tudi s kavno kislino. Te tri fenole smo zato okarakterizirali podrobneje.  
4.3.1 RAZMERJE MED STRUKTURO IN AKTIVNOSTJO IZBRANIH 
RASTLINSKIH FENOLOV 
Razmerje med strukturo in aktivnostjo ali SAR (‘structure activity relationship’) je 
povezava med strukturo molekule in njeno biološko aktivnostjo. Pri fenolih smo določili 
osnovni skelet, ki je skupen vsem testnim spojinam, nato pa smo opazovali, kako se moč 
inhibicije razlikuje pri fenolih z različnimi substituentami. Na ta način smo poskusili 
določiti, katere skupine na osnovnem skeletu so ključne za učinkovito inhibicijo 
katepsinov. 
Za kriterij razlikovanja med fenoli smo izbrali vrednost EC50, ki je merilo za učinkovitost 
oziroma afiniteto inhibitorja. Določili smo jo tako, da smo titracijskim krivuljam oziroma 
eksperimentalnim podatkom s programom GraphPad Prism 8 prilegali logistično enačbo, 
program pa nam je nato podal najbolj optimalno vrednost EC50. Titracijske krivilje 
prikazujejo slike 3 – 13 in slike 15 – 23 v naslednjem poglavju, SAR podatki pa so zbrani 
v tabeli 11. V tabeli je osnovni skelet označen z rdečo. 
Tabela 11: Vrednosti EC50 izbranih rastlinskih fenolov. Vrednosti EC50 so bile določene pri koncentraciji 
substrata, ki je bila enaka Km, z izjemo vrednosti EC50 za inhibicijo katepsina L z resveratrolom, kavno in 
klorogensko kislino, ki so bile določene pri koncentraciji substrata 2xKm. 








> 1000 > 1000 
p-kumarna kislina 
 
280 ± 20 > 1000 
Ferulna kislina 
 
> 1000 > 1000 









110 ± 10 
pH 7,4: 
60 ± 10 
 








480 ± 70 
pH 7,4: 
860 ± 50 
pH 5,5:  
240 ± 20 
pH 7,4:  






340 ± 20 
pH 7,4: 
100 ± 20 
pH 5,5:  
480 ± 20 
pH 7,4:  









> 1000 / 
* Titraciji z o-kumarno in m-kumarno kislino je naredil izr. prof. dr. Marko Novinec. 
Rezultate mi je posredoval po osebnem dogovoru. 
 






























Slika 4: Titracija katepsina B s p-kumarno kislino. 
Slika 6: Titracija katepsina B s sinapinsko kislino. 
Slika 10: Titracija katepsina L s sinapinsko kislino. 
Slika 3: Titracija katepsina B s cimetovo kislino. 
Slika 5: Titracija katepsina B s ferulno kislino. 
 
Slika 7: Titracija katepsina L s cimetovo kislino. 
 
Slika 8: Titracija katepsina L s p-kumarno kislino. 
Slika 9: Titracija katepsina L s ferulno kislino. 











Slika 13: Titracija katepsina L s klorogensko kislino pri pH 7,4. 
Iz tabele 11 je razvidno, da so se na katepsina z najslabšo afiniteto vezale cimetova, p-
kumarna, ferulna in sinapinska kislina, na katepsin L pa tudi kavna kislina. Najslabša med 
vsemi je bila cimetova kislina, ki ima z izjemo karboksilne skupine gol osnovni skelet. 
Do obeh katepsinov praktično ni imela afinitete. Afiniteta se je z dodatkom hidroksilne 
skupine na mesto para opazno izboljšala. p-kumarna kislina je namreč oba katepsina, še 
posebej pa katepsin B, inhibirala precej močneje kot cimetova kislina, a še vseeno šibko. 
Dodatek ene oziroma dveh metoksi skupin na mesto meta (ferulna in sinapinska kislina) 
ni izboljšal afinitete. Močnejšo inhibicijo pa je povzročil dodatek hidroksi skupine na 
mesto meta. Klorogenska kislina je namreč močno inhibirala oba encima, kavna kislina 
katepsin B, resveratrol pa katepsin L. To pomeni, da bi bila lahko meta hidroksi skupina 
strukturni element rastlinskih fenolov, ki je ključen za inhibicijo katepsinov B in L. To 
teorijo potrjuje tudi razlika v afiniteti med ferulno in kavno kislino za oba encima. Kislini 
se namreč razlikujeta le v tem, da je meta hidroksi skupina na ferulni kislini zaetrena. 
Posledično je tudi inhibicija veliko slabša. Za nadaljno potrditev te teorije smo rezultate 
titracij primerjali še z rezultati titracij katepsina B z m-kumarno kislino in o-kumarno 
kislino, ki jih je izvedel izr. prof. dr. Marko Novinec. Inhibicija z obema kislinama je bila 
zelo slaba, kar pomeni da hidroksilna skupina na mestu meta sama po sebi ni dovolj za 
učinkovito inhibicijo katepsina B in posledično verjetno tudi katepsina L. Zato smo prišli 
do zaključka, da je za učinkovito inhibicijo katepsinov B in L s fenoli verjetno odgovorna 
prisotnost dveh oziroma vsaj dveh hidroksilnih skupin na osnovnem skeletu (slika 14). 
Slika 11: Titracija katepsina L s kavno kislino 
pri pH 7,4. 
Slika 12: Titracija katepsina L z resveratrolom 
pri pH 7,4. 
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Da bi določili najbolj optimalno število in pozicijo hidroksilnih skupin na osnovnem 
skeletu, bi morali izvesti več eksperimentov z različnimi hidroksicimetovimi kislinami.  
 
 
Slika 14: Splošen SAR rastlinskih fenolov, ki inhibirajo katepsina B in L. Za učinkovito inhibicijo naj bi 
osnovni fenolni skelet (označen z rdečo) vseboval dve oziroma vsaj dve aromatski hidroksilni skupini. 
Točnih pozicij hidroksilnih skupin še nismo določili. 
 
Zanimiva je tudi primerjava inhibicije katepsina L s kavno in klorogensko kislino. Slednja 
se od kavne kisline razlikuje po dodatnem šestčlenskem obroču (trihidroksicikloheksan-
1-karboksilna kislina), ki je priestren na karboksilno skupino. Inhibicija katepsina L s 
klorogensko kislino je bila opazno močnejša kot s kavno. To bi lahko pomenilo, da 
dodatni obroč s svojimi substituentami prispeva k dodatnim interakcijam pri vezavi 
klorogenske kisline na katepsin L. 
4.3.2 KARAKTERIZACIJA INHIBICIJE KATEPSINOV B IN L Z 
RESVERATROLOM, KAVNO IN KLOROGENSKO KISLINO 
Inhibicijo encimov s fenoli, ki so se izkazali za močnejše inhibitorje, smo natančneje 
okarakterizirali. Za vsak fenol smo naredili tri titracije pri različnih koncentracijah 
substrata. Pri katepsinu B smo zaradi odvisnosti pozicije zaporne zanke od pH naredili 
titracije pri pH 5,5 in pH 7,4, na podlagi teh rezultatov pa smo se odločili, da bomo za 
vsak močnejši inhibitor naredili še po eno titracijo katepsina L pri pH 7,4 (slike 11 – 13 
v prejšnjem poglavju). Titracijske krivulje smo prilegali enačbi za linearno mešano 
inhibicijo in na ta način določili vrednosti Kic in Kiu. Glede na razmerje med konstantama 
smo določili mehanizem inhibicije. Nato smo na osnovi titracijskih krivulj narisali še 
diagrame specifičnih hitrosti, s katerimi smo si pomagali pri identifikaciji mehanizma 
inhibicije. Titracijske krivulje prikazujejo slike 15 – 23, diagrame specifične hitrosti pa 
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Tabela 12: Rezultati določanja mehanizma inhibicije z močnejšimi inhibitorji. 










pH 5,5: 290 ± 150 pH 5,5: 84 ±16 
uravnotežena 
mešana 
pH 7,4: / pH 7,4: 42 ± 15 akompetitivna 
klorogenska 
kislina 
pH 5,5: 290 ± 30 pH 5,5: 460 ± 90 
uravnotežena 
mešana 
pH 7,4: / pH 7,4: 78  ± 20 akompetitivna 
resveratrol 
pH 5,5: 650 ± 240 pH 5,5: 950 ± 560 
uravnotežena 
mešana 






























Slika 15: Titracija katepsina B s kavno kislino pri 
pH 5,5. Krivulje so bile prilegane enačbi za 
linearno mešano inhibicijo. 
Slika 16: Titracija katepsina B s kavno kislino pri 
pH 7,4. Krivulje so bile prilegane enačbi za 
linearno mešano inhibicijo. 
Slika 17: Titracija katepsina B z resveratrolom 
pri pH 5,5. Krivulje so bile prilegane enačbi za 
linearno mešano inhibicijo. 
Slika 18: Titracija katepsina B z resveratrolom 
pri pH 7,4. Krivulje so bile prilegane enačbi za 
linearno mešano inhibicijo. 




















Slika 23: Titracija katepsina L s klorogensko kislino pri pH 5,5. Krivulje so bile prilegane enačbi za 
linearno mešano inhibicijo. 
 
 
Slika 19: Titracija katepsina B s klorogensko 
kislino pri pH 5,5. Krivulje so bile prilegane 
enačbi za linearno mešano inhibicijo. 
Slika 20: Titracija katepsina B s klorogensko 
kislino pri pH 7,4. Krivulje so bile prilegane 
enačbi za linearno mešano inhibicijo. 
Slika 21: Titracija katepsina L s kavno kislino pri 
pH 5,5. Krivulje so bile prilegane enačbi za 
linearno mešano inhibicijo. 
Slika 22: Titracija katepsina L z resveratrolom pri 
pH 5,5. Krivulje so bile prilegane enačbi za 
linearno mešano inhibicijo. 




Slika 24: Diagram specifičnih hitrosti za titracije katepsina B s kavno kislino pri pH 5,5. 
 
Slika 25: Diagram specifičnih hitrosti za titracije katepsina B s kavno kislino pri pH 7,4. 
 
Slika 26: Diagram specifičnih hitrosti za titracije katepsina B s klorogensko kislino pri pH 5,5. 
 
Slika 27: Diagram specifičnih hitrosti za titracije katepsina B s klorogensko kislino pri pH 7,4. 




Slika 28: Diagram specifičnih hitrosti za titracije katepsina B z resveratrolom pri pH 5,5. 
 
Slika 29: Diagram specifičnih hitrosti za titracije katepsina B z resveratrolom pri pH 7,4. 
 
Slika 30: Diagram specifičnih hitrosti za titracije katepsina L s kavno kislino pri pH 5,5. 
 
Slika 31: Diagram specifičnih hitrosti za titracije katepsina L s klorogensko kislino pri pH 5,5. 




Slika 32: Diagram specifičnih hitrosti za titracije katepsina L z resveratrolom pri pH 5,5. 
Mehanizem inhibicije smo določili glede na odvisnost moči inhibicije od koncentracije 
substrata, določenih vrednosti Kic in Kiu in trenda premic na diagramih specifičnih hitrosti. 
Pri pH 5,5 je kavna kislina katepsin B inhibirala uravnoteženo mešano, pri pH 7,4 pa 
akompetitivno in to z dvakrat boljšo afiniteto kot pri pH 5,5. Podobno sta se obnašala tudi 
resveratrol in klorogenska kislina – pri nižjem pH sta katepsin B inhibirala uravnoteženo 
mešano s slabšo afiniteto, pri višjem pH pa akompetitivno in nekoliko močneje. Inhibicija 
katepsina B s klorogensko kislino pri pH 7,4 je bila celo skoraj štirikrat močnejša kot pri 
pH 5,5. Razlogov za razliko v afiniteti in  mehanizmu inhibicije pri različnih vrednostih 
pH je lahko več. Pri pH 5,5 je položaj zaporne zanke v ravnotežju, pri pH 7,4 pa je to 
ravnotežje pomaknjeno v položaj, pri katerem je zanka odmaknjena iz vezavnega mesta. 
Razlika v položaju zanke bi lahko vplivala na vezavno mesto fenolov oziroma na njihovo 
interakcijo s substratom. Resveratrol, kavna in klorogenska kislina bi se lahko na primer 
v primeru odprte konformacije katepsina vezali tako, da interagirajo s substratom in 
posledično bi bila inhibicija akompetitivna. pH pa ne vpliva le na položaj zanke ampak 
tudi na druge spremeljivke, kot je recimo protonacija fenolov, ki bi lahko vplivala na 
njihovo vezavo na katepsin in s tem mehanizem inhibicije. pKa karboksilne skupine kavne 
kisline znaša 4,6, klorogenske pa 3,3, pKa aromatskih hidroksilnih skupin vseh treh 
fenolov pa naj bi zavzemale vrednosti višje od 8 33–37. To pomeni, da sta bili karboksilni 
skupini obeh kislin pri obeh delovnih vrednostih pH deprotonirani, hidroksilne skupine 
pa so bile protonirane. Protonacija fenolov naj bi bila torej pri pH 5,5 in 7,4 enaka, kar 
pomeni, da verjetno ni razlog za razliko v afiniteti in mehanizmu pri različnih vrednostih 
pH. 
Katepsin L so vsi trije fenoli pri pH 5,5 inhibirali uravnoteženo mešano, z nekoliko nižjo 
Kic kot Kiu, kar je razvidno tudi iz diagramov specifičnih hitrosti (slike 30 – 32), pri katerih 
je naklon premic večinoma negativen. Kljub temu pa sta si konstanti dovolj podobni, da 
lahko trdimo, da gre za uravnoteženo mešano inhibicijo. Inhibicija je bila z izjemo 
resveratrola šibkejša kot pri katepsinu B pri pH 7,4. Glede na to, da je bila pri katepsinu 
B opazna razlika v moči inhibicije pri različnih pH vrednostih, smo testirali še inhibicijo 
katepsina L pri pH 7,4 (slike 11 – 13 v prejšnjem poglavju). Ker smo naredili le po eno 
titracijo za vsak fenol, smo določili le vrednosti EC50, ki so prikazane v tabeli 11. Tudi v 
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tem primeru je bila inhibicija pri pH 7,4 nekoliko močnejša, a je bila razlika precej manjša 
kot pri katepsinu B. To je še dodatno potrdilo našo hipotezo, da je razlog za razliko v 
moči inhibicije pri različnih vrednostih pH razlika v konformaciji encima in ne 
inhibitorja. 
Kljub temu, da so resveratrol, kavna in klorogenska kislina močnejši inhibitorji kot ostali 
testirani fenoli, so njihove konstante inhibicije večinoma višje od 100 μM, kar je za 
klinično aplikacijo ali raziskovalne namene previsoko. Izjema je bila inhibicija katepsina 
B s klorogensko in kavno kislino pri pH 7,4. Konstanta inhibicije je bila namreč v obeh 
primerih nižja od 100 μM. Poleg tega močnejša inhibicija pri višjem pH pomeni, da sta 
kislini sposobni močneje inhibirati endoproteolitično kot eksoproteolitično aktivnost 
katepsina B. To smo potrdili tudi z rezultati titracij, ki ju je naredil izr. prof. dr. Marko 
Novinec – katepsin B je pri pH 5,5 titriral s klorogensko in kavno kislino, a tokrat je bil 
substrat eksopeptidazni, in sicer Abz-GIVRAK(Dnp)-OH. EC50 vrednosti sta znašali 790 
± 90 μM za kavno kislino in 350 ± 90 μM za klorogensko kislino. Obe vrednosti sta 
visoki, kar pomeni, da kislini šibko inhibirata eksopeptidazno aktivnost katepsina B. 
Lastnost specifične inhibicije endoproteolitične aktivnosti katepsina B je zaželjena, saj je 
le-ta odgovorna za veliko bolezenskih stanj, kot je na primer metastaziranje tumorjev. 
Čeprav do zdaj še ni bilo dokazano, je mogoče, da je poleg antioksidacijskih lastnosti 
rastlinskih fenolov za njihovo antitumorsko delovanje odgovorna tudi njihova sposobnost 
inhibicije katepsinov, ki pripomorejo k metastazi. Na osnovi kavne in klorogenske kisline 
kot spojin vodnic bi lahko tako sintetizirali učinkovine, ki bi pri fiziološkem pH 
učinkovito zavirale delovanje katepsinov, ne bi pa motile njihove endosomalne 
aktivnosti.  
Podobne kinetične rezultate so dobili tudi raziskovalci na Fakulteti za farmacijo Univerze 
v Ljubljani, kjer so okarakterizirali inhibicijo katepsina B z nitroksolinom in nekaterimi 
njegovimi derivati. Nitroksolin in dva derivata so katepsin B v prisotnosti substrata Z-
RR-AMC inhibirali skoraj sedemkrat močneje kot v prisotnosti substrata Abz-
GIVRAK(Dnp)-OH. Poleg tega so za izbrane derivate testirali tudi razliko v moči 
inhibicije pri pH 4,5 in 6,0 ter ugotovili, da je inhibicija veliko močnejša pri pH 6. To 
pomeni, da tako kot testirani fenoli tudi nitroksolin in nekateri izmed njegovih derivatov 
močneje inhibirajo endopeptidazno kot eksopeptidazno aktivnost katepsina B. Rastlinski 
fenoli si z nitroksolinom in derivati delijo tudi podobne mehanizme inhibicije. Nitroksolin 
in dva derivata so katepsin B pri pH 6,0 inhibirali mešano z večjim akompetitivnim 
karakterjem, ostali derivati pa uravnoteženo mešano. Inhibicijo z nitroksolinom so 
testirali tudi na katepsinu L in ugotovili, da je inhibicija uravnotežena mešana in šibkejša 
kot pri katepsinu B. Ker so bili mehanizmi inhibicije z nitroksolinom in derivati 
okarakterizirani pri drugačni vrednosti pH kot mehanizmi inhibicije z rastlinskimi fenoli, 
rezultati niso direktno primerljivi. A glede na to, da so omenjeni mehanizmi redki ter da 
si fenoli z nitroksolinom in derivati delijo tudi druge, že prej omenjene, podobnosti v 
inhibiciji, lahko sklepamo, da delujejo oziroma se na encim vežejo na podoben način 19, 
38, 39.  
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Do sedaj odkriti ortosterični malomolekulski inhibitorji katepsinov so večinoma peptidi, 
ki vsebujejo elektrofilno mesto, katerega lahko napade cistein v aktivnem mestu. 
Posledica je kompetitivna inhibicija encima zaradi tvorbe reverzibilne ali ireverzibilne 
kovalentne vezi z encimom. Problem takih inhibitorjev je njihova nizka 
biorazpoložljivost in metabolna stabilnost, ki sta posledica njihove peptidne narave 39. 
Zato so nepeptidni inhibitorji kot so nitroksolin in rastlinski fenoli zaželjeni. Poleg tega 
fenoli in nitroksolin ne tvorijo kovalentne vezi s cisteinom v aktivnem mestu, zato so 
njihovi mehanizmi inhibicije drugačni od mehanizmov prej omenjenih inhibitorjev. 
Prednost uravnotežene mešane in akompetitivne pred kompetitivno, ki je značilna za 
peptidne inhibitorje, je njuna odvisnost od koncentracije substrata. Afiniteta 
kompetitivnih inhibitorjev do encima se z višanjem koncentracije substrata namreč 
slabša. Tak inhibitor mora biti zato zelo potenten ali pa prisoten v visokih koncentracijah, 
če želimo, da je učinkovit tudi pri visokih koncentracijah substrata. Visoko koncentracijo 
peptidnih inhibitorjev v telesu pa je zaradi slabe biorazpoložljivosti težko doseči, niti ni 
zaželjena, saj bi lahko vodila do toksičnih učinkov. Tega problema ni pri uravnoteženih 
mešanih inhibitorjih, saj njihova afiniteta ni odvisna od koncentracije substrata. 
Akompetitivni inhibitorji so v tem pogledu še boljši, saj se njihova afiniteta do encima 
viša s koncentracijo substrata, kar pomeni, da so zelo učinkoviti v okolju s presežkom 
substrata, kot je na primer zunajcelični matriks. Zaradi naštetega so inhibitorji katepsinov 
na osnovi rastlinskih fenolov in nitroksolina zelo obetavni. 
4.4 MOLEKULSKA UMESTITEV 
Metodo molekulske umestitve smo uporabili za oceno vezave rastlinskih fenolov na 
katepsina B in L. Kot mesto umeščanja smo si na obeh katepsinih izbrali del reže 
aktivnega mesta, ki vsebuje vezavna mesta S' in neposredno okolico. Za to mesto smo se 
odločili iz večih razlogov. Rastlinski fenoli so namreč inhibirali tako katepsina B in L, ki 
sta si med katepsini še najbolj različna, kot tudi katepsin C 24. Nespecifična inhibicija 
večih (mogoče celo vseh) katepsinov bi lahko bila posledica vezave fenolov v vezavne 
žepe, ki so si med encimi podobni. Drugi razlog za izbiro vezavnega žepa so bili 
mehanizmi inhibicije katepsinov s fenoli, ki so bili mešani ali akompetitivni. To pomeni, 
da se lahko fenoli vežejo na encim tudi ko je nanj vezan substrat (kompleks ES). Razlog 
za to bi lahko bil, da fenol interagira s substratom, kar bi pomenilo, da se veže v bližino 
aktivnega mesta. Podobni mehanizmi inhibicije so bili dokazani tudi za inhibicijo 
katepsina B z nitroksolinom in njegovimi derivati, določena pa je bila tudi kristalna 
struktura tega kompleksa. Nitroksolin se je na katepsin B vezal v mesto S2'. Glede na 
podobnost mehanizmov, bi to lahko pomenilo, da se v mesta S' vežejo tudi rastlinski 
fenoli 19. 
Zaradi možnosti interakcije fenolov s substratom smo kot receptor za umeščanje uporabili 
encima z vezanima substratoma (Z-FR-AMC pri katepsinu B in Z-LR-AMC pri katepsinu 
L). Ker pa so bili mehanizmi inhibicije tudi mešani, kar pomeni, da se inhibitor lahko 
veže tudi na encim brez substrata, smo kot receptor za umeščanje uporabili tudi katepsina 
brez substratov. Rezultati umeščanja so prikazani na slikah 33 – 44, ki so bile pripravljene 
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v programu UCSF Chimera, v tabeli 13 pa so prikazane vrednosti KD, preračunane iz 
vezavne energije.  V primeru umestitve na E lahko vrednosti KD smatramo kot ekvivalent 
Kic, v primeru umestitve na ES pa kot ekvivalent Kiu. 
 
 
Slika 33: A - Napoved vezave kavne kisline na odprto konformacijo katepsina B brez vezanega substrata. 
B – Kavna kislina tvori vodikovo vez s stransko skupino ostanka Asp22 ter tvori π-π interakcije s Trp221. 
 
Slika 34: A1 - Prvi možen način vezave kavne kisline na odprto konformacijo katepsina B z veznim 
substratom Z-FR-AMC. B1 – Kavna kislina tvori π-π interakcije s skupino AMC. A2 – Drugi možen 
način vezave kavne kisline na odprto konformacijo katepsina B z vezanim substratum Z-FR-AMC. B2 – 
Kavna kislina tvori vodikovo vez s stransko skupino ostanka Lys184. 





Slika 35: A - Napoved vezave klorogenske kisline na odprto konformacijo katepsina B brez vezanega 
substrata. B – Klorogenska kislina tvori dve vodikovi vezi s stranskima skupinama ostankov Asp22 in 
Gln23 ter tvori π-π interakcije s Trp221. 
 
 
Slika 36: A1 - Prvi možen način vezave klorogenske kisline na odprto konformacijo katepsina B z veznim 
substratom Z-FR-AMC. B1 – Klorogenska kislina tvori π-π interakcije s skupino AMC. A2 – Drugi 
možen način vezave klorogenska kisline na odprto konformacijo katepsina B z vezanim Z-FR-AMC. B2 
– Klorogenska kislina tvori dve vodikovi vezi z ogrodnim delom ostanka Glu109. 




Slika 37: A - Napoved vezave resveratrola na odprto konformacijo katepsina B brez vezanega substrata. 
B – Resveratrol tvori vodikovo vez s stransko skupino ostanka Asp224 in π-π interakcije s Trp221. 
 
Slika 38: A1 - Prvi možen način vezave resveratrola na odprto konformacijo katepsina B z veznim 
substratom Z-FR-AMC. B1 – Resveratrol tvori π-π interakcije s skupino AMC. A2 – Drugi možen način 
vezave resveratrola na odprto konformacijo katepsina B z vezanim Z-FR-AMC. B2 – Resveratrol tvori 
dve vodikovi vezi s stranskima skupinama ostankov Asp224 in Lys184. 




Slika 39: A - Napoved vezave kavne kisline na katepsin L brez vezanega substrata. B – Kavna kislina 
tvori vodikovo vez s stransko skupino ostanka Asn19 ter tvori π-π interakcije s Trp190. 
 
Slika 40: A – Napoved vezave kavne kisline na katepsin L z vezanim substratum Z-LR-AMC. B – Kavna 
kislina tvori dve vodikovi vezi s stransko skupino ostanka Asn19. 
 
Slika 41: A - Napoved vezave klorogenske kisline na katepsin L brez vezanega substrata. B – 
Klorogenska kislina tvori štiri vodikove vezi, in sicer dve vezi s stransko skupino ostanka Gln20, eno s 
stransko skupino ostanka Cys26 in eno z ogrodnim delom ostanka Gly21, ter tvori π-π interakcije s 
Trp190. 
 




Slika 42: A – Napoved vezave klorogenske kisline na katepsin L z vezanim substratum Z-LR-AMC. B – 
Klorogenska kislina tvori pet vodikovih vezi, in sicer dve s stransko skupino ostanka Asn19, eno z 
ogrodnim delom ostanka Trp190, eno z ogrodnim delom ostanka Gly195 in eno s stransko skupino 
ostanka Lys148. 
 
Slika 43: A - Napoved vezave resveratrola na katepsin L brez vezanega substrata. B – Resveratrol tvori π-
π interakcije s Trp190. 
 
Slika 44: A – Napoved vezave resveratrola na katepsin L z vezanim substratum Z-LR-AMC. B – 
Resveratrol s katepsinom ne tvori vodikovih vezi. 
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Tabela 13: S programom AutoDock Vina izračunane vrednosti KD za vezavo fenolov na katepsina B in L 
v odsotnosti (E) in prisotnosti substrata (ES), ki ustrezajo rezultatom na slikah 33 do 44. 
 spojina KD vezave na E 
[μM] 











prvi način: 255 
drugi način: 110 
klorogenska kislina 
2,7 
prvi način: 39,8 
drugi način: 20,2 
resveratrol 
12,2 
prvi način: 33,6 







 kavna kislina 92,6 357 
klorogenska kislina 5,2 55,0 
resveratrol 17,1 129,4 
 
Za umeščanje fenolov na katepsin B smo uporabili odprto konformacijo encima, saj 
testov aktivnosti nismo delali pri tako nizkem pH, da bi bila zanka popolnoma zaprta.  Po 
pričakovanjih so se fenoli na katepsin B brez substrata vezali v S' mesta vezavnega žepa, 
ki jih pri nizkem pH zakriva zanka. Vezava v to mesto bi bila lahko razlog za močnejšo 
inhibicijo pri višjem pH – pri pH 5,5 je pozicija zanke v ravnotežju, fenoli pa inhibirajo 
le katepsine z odprto konformacijo, zato je inhibicija šibkejša. Da bi to lahko potrdili, bi 
morali narediti še teste aktivnosti pri pH 4,5, pri katerem je ravnotežje pomaknjeno močno 
v smer zaprte konformacije encima.  
Tudi na katepsin L brez substrata so se fenoli analogno kot pri katepsinu B vezali v S' 
mesta. Pri obeh encimih so fenoli v odsotnosti substrata s svojimi aromatskimi obroči 
tvorili π-π interakcije s triptofanom v vezavnem žepu (Trp221 pri katepsinu B in Trp190 
pri katepsinu L). V prisotnosti substrata, pa je bila ta interakcija prekinjena, saj je tokrat 
s triptofanom tvorila π-π interakcije skupina AMC. Kljub temu so se pri obeh encimih 
tudi v tem primeru fenoli vezali v S' mesta, pri čemer niso tvorili interakcije s substratom. 
To pomeni, da se lahko fenoli vežejo tako na kompleks E kot tudi ES, posledično pa 
inhibirajo encimko aktivnost z mešanim mehanizmom. Pri katepsinu B pa so se v 
prisotnosti substrata fenoli vezali še na drug možen način, in sicer tako, da so tvorili π-π 
interakcije s skupino AMC. Ta način vezave bi lahko razložil akompetitivni mehanizem 
inhibicije, torej da se lahko inhibitor veže le na kompleks ES, saj tvori interakcije s 
substratom. V tem primeru bi lahko na primer prišlo do cepitve substrata, a se skupina 
AMC ne bi mogla sprostiti z encima. To pomeni, da se encim ne bi mogel regenerirati in 
posledično katalitični cikel ne bi potekel do konca. Takega načina vezave na katepsin L 
v prisotnosti substrata ni bilo med rezultati umeščanja, kar bi bil lahko razlog, zakaj pri 
katepsinu L nismo za noben fenol identificirali akompetitivnega mehanizma inhibicije. 
Vrednosti KD, ki jih je napovedal program AutoDock Vina (tabela 13), so bile večinoma 
nižje, a dokaj primerljive z eksperimentalno določenimi vrednostmi Ki (tabela 12). Kljub 
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temu pa so napovedane vezave in dobljene vrednosti KD zgolj način vizualizacije, zato ne 
moremo z gotovostjo trditi, da se fenoli na encima res vežejo, kot je napovedal program 
AutoDock Vina. Vsekakor bi morali za potrditev vezave v S' mesta katepsinov testirati 
še encimsko aktivnost v prisotnosti makromolekulskega (proteinskega) substrata. 
Substrat bi v tem primeru zasedel celotno aktivno mesto, vključno z S' mesti, zato bi 



























V diplomskem delu smo testirali moč in mehanizem inhibicije katepsinov B in L z 
nekaterimi rastlinskimi fenoli. Vsi testirani fenoli – cimetova, ferulna, p-kumarna, 
sinapinska, kavna in klorogenska kislina ter resveratrol – so se izkazali za linearne 
inhibitorje. Med seboj smo primerjali moč inhibicije z različnimi fenoli in ugotovili, da 
močnejši inhibitorji obeh encimov na osnovnem skeletu vsebujejo dve hidroksilni 
skupini, izmed katerih je bila ena na mestu meta. 
Katepsina so najmočneje inhibirali kavna in klorogenska kislina ter resveratrol zato smo 
zanje določili še mehanizem inhibicije. Mehanizme smo določili pri pH 5,5, za katepsin 
B pa tudi pri pH 7,4, saj je pozicija fleksibilne zanke v vezavnem mestu odvisna od pH. 
Vsi trije fenoli so katepsin L inhibirali uravnoteženo mešano. Prav tako so uravnoteženo 
mešano inhibirali katepsin B pri pH 5,5. Pri pH 7,4 so vsi trije fenoli katepsin B inhibirali 
akompetitivno.  
Nekatere meritve za določanje mehanizmov inhibicije bi bilo potrebno ponoviti, saj so 
bile napake prileganja krivulj meritvam ponekod precej velike. Še posebej težavna je bila 
titracija katepsina B z resveratrolom pri pH 7,4, saj so različne ponovitve eksperimenta 
dale precej različne vrednosti afinitete. Omenjeno titracijo bi bilo zato treba narediti še 
večkrat, da bi lahko trdili, da so rezultati zagotovo ponovljivi. Kljub temu pa so rezultati 
zanesljivo pokazali, da je bila inhibicija katepsina B z vsemi tremi fenoli pri pH 7,4 
močnejša kot inhibicija pri pH 5,5. Razlog za razliko v moči inhibicije pri različnih pH 
vrednostih bi lahko bila razlika v konformaciji katepsina B pri različnih pH, ki je značilna 
za katepsin B ne pa tudi za L. To teorijo so podprli tudi rezultati testov inhibicije katepsina 
L z resveratrolom, klorogensko in kavno kislino pri pH 7,4. 
Z uporabo metode molekulske umestitve smo napovedali vezavo fenolov na katepsina B 
in L. Po pričakovanjih, so se vsi fenoli na oba encima vezali na podoben način, in sicer 
na S' mesta vezavnega žepa. Za potrditev take vezave bi bilo treba določiti kristalno 
strukturo encima v kompleksu s fenoli, kar bi bilo zaradi dobre afinitete najlažje 
izvedljivo s katepsinom B in kavno ali klorogensko kislino. 
Sposobnost nekaterih fenolov, da uspešno inhibirajo endoproteolitično aktivnost 
katepsina B bi lahko izkoristili za zaviranje metastaze tumorja. V prihodnje bi bilo zato 
smiselno naresti migracijske teste tumorskih celic v prisotnosti klorogenske in kavne 
kisline.  
Z rezultati smo torej potrdili prvo in delno tudi drugo hipotezo. Izbrani rastlinski fenoli 
so res inhibirali katepsina B in L, moč inhibicije pa je bila odvisna od vrste in števila 
substituent na osnovnem fenolnem skeletu. Nismo pa uspeli določiti, kakšene so 
optimalne pozicije substituent na osnovnem skeletu. Za določitev le-tega bi bile potrebne 
dodatne raziskave.  
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